碳酸酐酶IX(carbonic anhydrase IX, CAIX)是新发现的碳酸酐酶家族的异构体之一，与肿瘤的乏氧代谢密切相关。细胞核增殖抗原(proliferating cell nuclear antigen, Ki67)的表达出现于除G~0~期、G~1~期早期以外的细胞周期中，被认为是能较可靠、全面地反映细胞群体增殖活性的客观指标；血管内皮生长因子(vascular endothelial growth factor, VEGF)与肿瘤血管生成呈正相关。目前国内外关于CAIX在非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer, NSCLC)中的表达及其与Ki67、VEGF表达的相关性研究较少，尤其是CAIX表达与肺癌治疗的相关性尚未见报道。本实验使用免疫组化的方法检测CAIX蛋白在NSCLC组织中的表达情况，分析其与放疗及增殖指标Ki67、血管增生指标VEGF的相关性，研究CAIX与NSCLC发病及治疗的相关性。

1. 资料与方法 {#s1}
=============

1.1. 临床资料 {#s1-1}
-------------

选取我院肺癌内科1999年1月-2005年12月住院治疗并经病理证实的NSCLC 76例，男性53例，女性23例。年龄30岁-75岁，中位年龄59岁。其中腺癌43例，鳞癌33例；低分化43例，中分化16例，高分化17例；分期：Ⅰ期/Ⅱ期13例，Ⅲ期/Ⅳ期63例；接受放疗患者34例。患者均为初治患者。另取10例炎性假瘤标本作为阴性对照。

1.2. 治疗方法 {#s1-2}
-------------

放疗方案为胸部病灶放疗剂量为60 Gy-72 Gy，颈、锁骨上淋巴结转移灶为60 Gy-70 Gy，脑转移灶为38 Gy-52 Gy，放疗方式为常规放疗与适形或调强放疗，分割方式有常规分割、超分割与低分割。部分放疗患者联合含铂类方案化疗。

1.3. 主要试剂 {#s1-3}
-------------

兔抗人CAIX单抗、鼠抗人VEGF单抗、兔抗人Ki67单抗及PV-8000免疫组化试剂盒均购自北京中杉生物技术有限公司。CAIX工作浓度为1:50，稀释剂为PBS；VEGF、Ki67工作浓度为1:100，稀释剂为PBS。

1.4. 实验方法 {#s1-4}
-------------

采用免疫组化SP法，标本切片为4 μm，经脱蜡、脱苯、水化后进行高压抗原修复，滴加抗体后置于4 ℃冰箱过夜。用已知染色阳性的胆囊上皮切片作为阳性对照，PBS代替一抗作阴性对照。

1.5. 免疫组化结果判断 {#s1-5}
---------------------

所有样本均经过两位病理医师进行评估。CAIX蛋白以细胞膜呈棕黄色为阳性标记([图 1A1](#Figure1){ref-type="fig"}和[图 1B2](#Figure1){ref-type="fig"})，VEGF以胞浆呈棕黄色颗粒为阳性标记([图 1A2](#Figure1){ref-type="fig"}和[图 1B2](#Figure1){ref-type="fig"})，Ki67以胞核呈棕黄色颗粒为阳性标记([图 1A3](#Figure1){ref-type="fig"}和[图 1B3](#Figure1){ref-type="fig"})，结果判断采用半定量积分法，在高倍镜下随机选择5个视野，每个视野计数200个细胞，共计1 000个，计算每张切片阳性细胞百分率，根据切片上阳性细胞所占百分比计分。阳性细胞≤5%为0分，6%-25%为1分，26%-50%为2分，51%-75%为3分，\>75%为4分；显色度按细胞着色深浅计分：0分细胞无着色，1分浅黄色，2分棕黄色，3分棕褐色。两者积分相乘，0分-4分为阴性，5分-12分为阳性。

![CAIX、VEGF和Ki67在肺腺癌及肺鳞癌组织中的表达。A：腺癌；B：鳞癌；1：CAIX(+)；2：VEGF(+)；3：Ki67(+)。A1：SP，×200；A2：SP，×400；A3：SP，×200；B1：SP，×200；B2：SP，×400；B3：SP，×200。\
The expression of CAIX, VEGF and Ki67 in NSCLC. A: adenocarcinoma; B: squamous cell carcinoma; 1: CAIX (+); 2: VEGF (+); 3: Ki67 (+). A1: SP, × 200; A2: SP, ×400; A3: SP, ×200; B1: SP, ×200; B2: SP, ×400; B3: SP, ×200.](zgfazz-13-9-861-1){#Figure1}

1.6. 疗效评价标准 {#s1-6}
-----------------

按照世界卫生组织(WHO)抗肿瘤治疗的客观疗效标准进行评价。完全缓解(complete response, CR)：完全消失，无新病灶，无疾病相关症状，至少持续4周；部分缓解(partial response, PR)：与基线相比，病灶两个最大垂直横径乘积总和减少＞50%，且持续4周；稳定(stable disease, SD)：与基线相比，未达CR、PR，无疾病进展，无新病灶形成；进展(progressive disease, PD)：与基线相比，病灶两个最大垂直横径乘积增大＞25%，或任何可评估的病灶出现恶化或发现新病灶。以疗效CR+PR为有效组，疗效SD+PD为无效组。

1.7. 统计学分析 {#s1-7}
---------------

采用SPSS 11.5软件对数据进行统计分析，计数资料采用*χ*^2^检验，均数比较采用*t*检验，等级相关用*Spearman*分析，以*P*＜0.05为有统计学差异。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. NSCLC及炎性假瘤组织中CAIX蛋白的表达 {#s2-1}
----------------------------------------

76例NSCLC组织中，35例CAIX表达呈阳性，阳性率为46.1%，而在良性病变炎性假瘤组中无表达，两者差异有统计学意义(*P*＜0.001)。

2.2. CAIX蛋白在NSCLC中的表达 {#s2-2}
----------------------------

CAIX蛋白表达在鳞癌组的阳性率为23/33(69.7%)，明显高于腺癌组12/43 (27.9%)，差异有统计学意义(*P*=0.001)；CAIX蛋白表达在不同分化程度之间差异具有统计学意义(*P*=0.005)；但CAIX蛋白表达在性别、年龄、TNM分期、淋巴结转移、远处转移、吸烟、体重下降各组间表达差异无统计学意义([表 1](#Table1){ref-type="table"})。

###### 

CAIX与NSCLC患者临床病理特征相关性

Relationship between expression of CAIX with clinicopathologic characteristics in NSCLC

  Characteristics             *n*   Expression of CAIX   *χ*^2^   *P*      
  --------------------------- ----- -------------------- -------- -------- -------
  Age (year)                                                      0.117    0.732
    ≥70                       15    8                    53.3              
    ＜70                      61    27                   44.3              
  Gender                                                          0.002    0.963
    Male                      53    25                   47.2              
    Female                    23    10                   43.5              
  Histological type                                               11.496   0.001
    Squamous cell carcinoma   33    23                   69.7              
    Adenocarcinoma            43    12                   27.9              
  Differentiation                                                 10.609   0.005
    High                      17    5                    29.4              
    Moderate                  16    13                   81.3              
    Poor                      43    17                   39.5              
  Clinical stage                                                  0.098    0.754
    Ⅰ+Ⅱ                       13    7                    53.8              
    Ⅲ+Ⅳ                       63    28                   44.4              
  Metastasis                                                      2.791    0.095
    Positive                  35    12                   34.3              
    Negative                  41    23                   56.1              
  KPS                                                             0.441    0.506
    ＜80                      19    7                    36.8              
    ≥80                       57    28                   49.1              
  Smoking                                                         3.390    0.066
    Yes                       38    22                   57.9              
    No                        38    13                   34.2              
  Weight lose                                                     0.008    0.930
    Yes                       21    9                    42.9              
    No                        55    26                   47.3              

2.3. CAIX蛋白表达与放疗疗效的相关性 {#s2-3}
-----------------------------------

CAIX阳性组18例，客观反应率(objective response rate, ORR) (CR+PR)为27.8%，CAIX阴性组16例，阳性例数13例，阳性率62.5%，两组相比差异有统计学意义(*P*=0.042) ([表 2](#Table2){ref-type="table"})。

###### 

CAIX表达与放疗疗效客观反应率的相关性

Relationship between expression of CAIX with ORR of radiotherapy in NSCLC

             Total (*n*)   CAIX   *r*    *P*     
  ---------- ------------- ------ ------ ------- -------
  CAIX (+)   18            5      27.8   4.142   0.042
  CAIX (-)   16            10     62.5           

2.4. NSCLC中VEGF和Ki67的表达与临床病理因素的关系 {#s2-4}
------------------------------------------------

76例NSCLC组织中，55例VEGF表达呈阳性，阳性率为72.4%，与是否存在体重下降具有相关性(*P*=0.016)，在性别、年龄、组织学类型、分化程度、TNM分期、淋巴结转移、远处转移、吸烟、KPS评分方面，各组间表达差异无统计学意义。在76例NSCLC组织中有32例Ki67表达阳性，阳性率为42.1%，在性别、年龄、组织学类型、分化程度、TNM分期、淋巴结转移、远处转移、吸烟、KPS评分、体重下降方面，各组间表达差异均无统计学意义。

2.5. NSCLC组织中CAIX蛋白表达与VEGF、Ki67表达的相关性 {#s2-5}
----------------------------------------------------

76例NSCLC组织中，55例患者VEGF表达阳性，其中CAIX表达阳性者为29例(52.7%)，在VEGF表达阴性的21例患者中，CAIX表达阳性者为16例，二者表达呈正相关(*r*=0.231, *P*=0.043)；CAIX和Ki67共同表达阳性者为15例，在Ki67表达阴性的46例中，CAIX表达阳性者为20例，二者表达无相关性(*r*=0.064, *P*=0.583)([表 3](#Table3){ref-type="table"}，[表 4](#Table4){ref-type="table"})。

###### 

CAIX蛋白表达与VEGF表达的相关性

Relationship between expression of CAIX with VEGF in NSCLC

             CAIX (+)   CAIX (-)   Total
  ---------- ---------- ---------- -------
  VEGF (+)   29         26         55
  VEGF (-)   6          15         21
  Total      35         41         76

###### 

CAIX蛋白表达与Ki67表达的相关性

Relationship between expression of CAIX with Ki67 in NSCLC

             CAIX (+)   CAIX (-)   Total
  ---------- ---------- ---------- -------
  Ki67 (+)   15         15         30
  Ki67 (-)   20         26         46
  Total      35         41         76

3. 讨论 {#s3}
=======

CAIX最早被称为MN蛋白，是1993年由Pastorekova在与人乳腺癌细胞联合培养的人宫颈癌的HeLa细胞系中发现的^\[[@b1]\]^。CAIX蛋白在正常人上消化道及消化道相关器官如胰腺、胆囊、肝脏中大量表达，正常人心脏、肺、肾、前列腺、外周血、脑、胎盘及肌肉组织中不表达CAIX^\[[@b2]\]^。CAIX在NSCLC中的表达情况报道不一，现有的文献^\[[@b3]-[@b5]\]^报道，CAIX蛋白在NSCLC组织中的表达阳性率为36.4%-81%，我们的研究使用免疫组化的方法检测CAIX在NSCLC中的表达，结果显示在NSCLC患者中CAIX表达阳性率达46.1%，10例良性病变无一例存在CAIX表达，提示CAIX有作为临床肺部病变鉴别良恶性指标的潜力，鳞癌患者阳性率明显高于腺癌患者，这与Giatromanolaki研究^\[[@b5]\]^的结果是一致的，在不同的分化程度的患者中，CAIX表达阳性率也有差异，表明CAIX与NSCLC的发生或发展存在相关性。CAIX的表达与肿瘤的乏氧代谢密切相关，在实体肿瘤中，多数肿瘤细胞生长迅速，血管的生长速度相对滞后，以致内部肿瘤细胞供血不足，导致肿瘤细胞乏氧，古模发^\[[@b6]\]^使用乏氧组织显像剂^99m^Tc-HL91对照检测了41例肺癌患者和33例非肺癌患者，发现对照组33例均为无明显乏氧；肺癌组则无明显乏氧0例，低度乏氧18例，高度乏氧23例，各组分布有明显差异。Le^\[[@b7]\]^在早期NSCLC患者术中直接用电极测量癌组织的氧浓度，分析了其与肺癌组织CAIX蛋白表达的关系，发现二者存在负相关，认为在NSCLC中CAIX表达与乏氧相关，可以作为乏氧代谢的观测指标。在我们的研究中，CAIX表达与NSCLC的相关性间接提示了NSCLC组织中存在乏氧，鳞癌患者肿瘤组织中乏氧存在的比例可能高于腺癌患者。

乏氧是导致实体肿瘤治疗抵抗的重要原因，我们进一步研究了CAIX表达与NSCLC放疗疗效的相关性。近来的研究^\[[@b8]\]^表明NSCLC患者CAIX表达与生存期相关，但尚无研究分析其与治疗疗效的关系，我们的研究发现放疗疗效的客观反应率在CAIX表达阳性组和阴性组之间的差异有统计学意义，国外研究^\[[@b10]\]^发现在头颈部鳞癌中CAIX表达与放疗疗效具有相关性，本研究显示CAIX阴性组的客观反应率明显高于CAIX阳性组，提示CAIX表达阳性对放疗疗效可能存在一定的预测作用，由于CAIX表达与乏氧代谢的密切相关性，本研究为乏氧增加NSCLC的放疗抵抗提供了新的证据。

乏氧可使肿瘤细胞的一些基因和蛋白的表达发生改变，包括CAIX、VEGF在内的多个基因表达的上调^\[[@b11]\]^。在Kim的研究^\[[@b8]\]^中，使用RT-PCR技术检测了74例早期NSCLC患者的术后切除标本中CAIX和V EG F的表达，发现CAIX mRNA的表达与VEGF mRNA呈正相关(*P*=0.002)，本研究发现CAIX蛋白表达与VEGF蛋白表达呈正相关，与Kim的研究结论一致，提示在NSCLC中VEGF的表达可能与乏氧相关。CAIX与VEGF表达的正相关关系可能是由于它们结构的侧链均存在一个乏氧反应元件(hypoxia-responsive element, HRE)，可以在乏氧的条件下被激活，从而使表达共同上调^\[[@b12]\]^，而不是线性的激活与被激活的关系。多个研究^\[[@b13],\ [@b14]\]^表明在肾癌、乳腺癌中CAIX的表达与Ki67表达相关，但我们的研究却发现在NSCLC患者中CAIX表达与Ki67表达差异无统计学意义，在Kim的另外一个研究^\[[@b15]\]^中也发现在75例NSCLC患者中CAIX表达与Ki67表达差异无统计学意义，但对CAIX高表达的30例患者分析发现，CAIX染色阳性区域较阴性区域有更高比例的Ki67表达，提示CAIX表达有助于肿瘤细胞的增殖，本研究因CAIX(+++)表达例数仅10例，故未进行此项观察。

本研究的结果表明：CAIX在NSCLC组织中表达较良性组织水平明显上升，并与VEGF表达相关；CAIX蛋白表达与客观反应率相关，为乏氧增加NSCLC的放疗抵抗提供了新的证据。
